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lSAMENVATTING EN RESULTATEN VAN HET ONDERZOtrK.
In het  l i teratuuroverz icht  z i jn  de verschi l lende methoden
besproken d ie gebruik t  worden voor  het  bepalen van de
gevoel igheid van bacter idn voor  ant ib iot ica en chemo-
therapeut ica,  waarbi j  de foutenbronnen,  a lsmede de vd6r-
en nadelen van de verdunningsmethoden en de diffusie-
methoden z i jn  aangegeven.
Het  b leek dat  de meningen over  de waarde van de resul taten
verkregen met deze methoden u i teenlopen" Zel fs  het  ver-
gel i jken van de resul taten van bepal ingen met dezel fde
methode,  verr icht  in  verschi l lende laborator ia,  is  be-
zwaar l i jk  doordat  de u i tvoer ing var ieer t ;  vaak wordt  b i j -
voorbeeld geent  met  inocula van verschi l lende groot te"
Enkele n ieuwe verdunningsmethoden en d i f fus iemethoden
zi jn  genoemd"
Geen van de methoden is  a lgemeen aanvaard.
Ui t  het  overz icht  b l i jk t ,  dat  een methode d ie w e l  voor  a lge-
mene toepassing in aanmerking zou kunnen komen, aan de
volgende voorwaarden moet  voldoen:
1)  Het  u i tvoeren van een bepal ing mag s lechts wein ig t i jd
kosten,  met  ger ing mater iaal  verbru ik .
2)  De resul taten moeten kwant i ta t ie f  z i jn .
3)  De resul taten moeten vooral  snel  bekend z i jn .
4)  Een d i rekte ent ingmet pathologischmater iaal  moet tot
de mogel i jkheden behoren,  wat  tevens inhoudt  dat :
5 )  De inv loed van de inoculum -groot te van geen belang mag
zijn"
Hoofdstuk I  is  gewi jd aan een theoret ische u i teenzet t ing
over-  en de technische ontwikkel ing van een n ieuwe
methode.
Op een vaste,  heldere voedingsbodem kan men,  zoals
bekend,  gednte bacter idn microscopisch waarnemen en
hun groei  vervolgen.  Ui t  het  onderzoek b leek,  dat  na 3 d"  4
uur  incubat ie een remming van deze in i t ia le groei  door
een ant ib iot icum is  te z ien en dat  d ie groei remming kwan-
t i ta t ie f  is  u i t  te  drukken"
Hiervoor  werden de begr ippen "beginte l l ing ' r ,  "groep. jes-
tell ingtr en "eindteJ.l ingrr ingevoerd. Onder begintell ing
werd verstaan,  het  gemiddelde aanta l  bacter idn d,at  b i j
gespreide ent ing,  samen ui tgroei t  to t  een microkolonie.
Met  de groepjeste l l ing werd het  gemiddelde aanta l  bac-
ter idn aangegeven,  dat  na eenbepaalde incubat iet i jd  aan-
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wezig is inmicrokoloniets,  die onderinvloed vtr .n de wer-
king van een ant ibiot icum niet vol ledig zi jn ui tgegroeid.
Onder eindtel l ing werd verstaan het gemiddelde aant i  I
bacter ien waarui t  een microkolonie na een bepaalde in-
cubat iet i jd bestaat bi j  normale, niet  door ant ibiot ica
geremde groei.
Er was een reproduceerbare verhouding aan te tonen
tussen de groepjestel l ing van een bacter iestam en de an-
t ibiot icum-concentrat ie in de voedingsbodem. Daardoor
was in pi incipe een kwanti tat ieve micro-bepal ing moge-
l i jk,  als voor een ant ibiot icum en een bacter iesoort  kon
worden vastgesteld, welke grootte van de groepjestel l ing
de gevoel igheid van de bacter iesoort  voorhet ant ibiot icurn
weergeeft"  Hiervoor is eerst de invloed van verschi l lende
factoren op de groepjestel l ing nagegaan. (Hoofdstuk I I ) .
Daarna zi jn de groepjestel l ingen vergeleken met de resu]-
taten van een geschikte verdunningsmethode. (Hoofdstuk
I I I  en  IV) .
Aanvankelijk werd uitgegaan van de oorspronkelijk door
Fortner (1930) aangegeven dekglastechniek. Deze wi jze
van werken was bi j  ui tbreiding van het onderzoek echter
te omslacht ig.  Een oplossing werdgevonden doorgebruik
te maken van objectglazen met gekit te glasrandjes. De
aldus omrande ruimte werd gevuld met een geringe hoe-
veelheid van een vaste voedingsbodem. Dit  laagje voe-
dingsbodem werd een t 'huidje" genoemd. De plaats van
ent ing werd aangegeven met genummerde, ingekrastb
strepin, zodat of e1t "huidle" 21 verschi l lende-cultures
konden worden geEnt"
Het enten geschiedde steeds met een paardehaar,  di t  was
het enige mater iaal  dat nooit  beschadiging van de voedings-
bodem gaf.
De g laas jes  met  voed ingsbodem werden bewaard  in  ge-
sloten metalen dozen. Een nader onderzoek wees ui t ,  dat
wanneer  dedozen b i j4oC"  werdenbewaard ,  he t  gewich ts -
ver l ies door verdamping vande voedingsbodemprakt isch
te verwaarlozen is"
Het onderzoek in Hoofdstuk I I  had ten doel om nate gaan,
welke factoren invloed op de groepjestel l ingen ui toefenen"
a)  Inv loed vanhet  aanta l  ge te ldegroep jes  opde groep jes-
tel l ing.
Om een betrouwbaar gemiddelde te kr i jgen als waarde voor
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de groepjestelling mag het aantal te tellen groepjes niet
te klein zijn, een groot aantal te tellen groepjes daaren-
tegen zou de bepalingen zeer tijdrovend maken.
Er werd een onderzoek ui tgevoerd met een aantal  St,
aureus-stammen waaruit bleek, dat bij het tellen van 20
groepjes een signi f icant verschi lbestond tussen de groep-
jestellingen, wanneer de concentratier s van de antibiotica
in de voedingsbodemstoenamen volgens de reeks 1 ; .  1,  5 ;
2 ; 3 e n z .
Bij het tellen van 10 groepjes was dit niet het geval.
Omdat bij het tellen van 20 groepjes een redelijk aantal
bepal ingenper dag mogel i jk was, werd voor degroepjes-
tel l ing steeds hetgemiddelde van 20 geteldegroepjes be-
paald.
b) Invloed van de grootte van het inoculum op de groep-jestel l ing.
Bepalingen bleken uitvoerbaar wanneer gednt werd uit
suspens ie t  s  met  104 -  1610 bac t /  m l .  Met  k le inere  inocu la
worden onvoldoende bacter i6n gednt om groepjesteJ. l ingen
uit  te kunnen voeren en bi j  grotere inocula l iggen de bac--
ter ien zo dicht naast elkaar,  dat het tel len van afzonder-
l i jke groepjes onmogel i jk is.
Een nader onderzoek over de invloed van de inoculum-
grootte binnen de genoemde grenzen had als belangri jk
resultaat,  dat geen invloed kon worden aangetoond. Deze
bevinding gaf aanleiding tot een bespreking van de 4 fac-
toren, waarop de invloed van de inoculum-grootte op de
resultaten van bepalingen met een verdunningsmethode.
berust (z ie blz" 2B).  Er werd vastgesteld dat geen van
deze factoren invloed op de groepjestel l ing kanuitoefenen.
c) Invloed van de incubat ieduur.
Deze invloed bleek het grootst te zi jn bi j  concentrat iers
waar de bacter iegroei relat ief  weinig is geremd. De in-
vloed was geringer bi j  de ant ibiot icapenici l l ine en strep-
tomycine dan bij chlooramfenicol, tetracycline en ery-
tromycine"Om in hoofdstuk IV nadergenoemde redenen,
werd een incubatieduur van 4 uur gekozen"
d) Dikte van de huidjes.
De invloed hiervan op de groepjestelUng was alleen aan
te tonen, warneer de voedingsbodem dunner was dan
0 ,  5  m m .
e) Invloed van de voedingsbodem-
Dit onderzoek had tot resultaat dat de voedingsbodem
1  . '
vo lgens  Harpe r  en  Caws ton  (1945 )  66n  van  de  mees t  ge -
schikte b leek;  la ter  werd het  gehal te aan gehaemolyseerde
paarde-  eryt rocyten vermind erd to l  2olo.
f )  InvJ.oed van de ouderdom van gednte cul tures.
Deze  i nv loed  werdnagegaan  me tenke le  S t .  au reus -s tam-
men.  Cul tures h iervan op vaste voedingsbodems konden 2
dagen b i j  kamertemperatuur  b l i jven staan,  a lvorens u i tde
eindte l l ing b leek,  dat  een cul tuur  voor  een bepal ing te oud
was  geworden .
g)  Inv loed van het  bewaren van de huid jes.
Huid jes met  concentrat ie t  s  van verschi l lende ant ib iot ica
konden 21 dagen b i j  koelkast temperatuurworden bewaard,
voordat  de groepjeste l l ingen aanzienl i jk  g ingen verande-
In Hoofdstuk I I I  werd nagegaan welke u i tvoer ing van een
der gebruiket i jke verdunningsmethoden het  meest  ge-
schikt  zou z i jn  om als  vergel i jk ings-methode voor  de
groepjeste l l ingen te d ienen.
Daar de groot te van het  inoculum een belangr i jke inv loed
kan u i toefenen op de resul taten van verdunningsmethoden,
werd h iernaar een onderzoek ingeste ld,  met  vaste err  v loei -
bare voedingsbodems.
Op grond van l i teratuurstudie en e igen onderzoek werd
geconcludeerd,  dat  c le beste resul taten mogen worden
yerwacht  van bepal ingen,  u i tgevoerd op vaste voedings-
media,  geent  met  een k le in inoculum.
Weer b leek een ooui l lon-agar bodem met 5% gehaemoly-
seerde paarde-eryt rocyten goed te voldoen.
Hoofc ls tuk IVis  gewi jd aan een vergel i jkend onderzoekmet
een groot  aanta l  s tammen van verschi l lende bacter ie-
soor ten.
De gevoel igheid werd steeds bepaald met  de vergel i jk ings-
methode a ls  s tandaard.  De resul taten h iervan vormden
het  u i tgangspunt  voor  een vergel i jk ing met  groepjeste l -
l ingen,  van dezel fde bacter iestammen, ge6nt  op dezel fde
concen t ra t i e reeksen .  De  concen t ra t i e l s  waa rvoo r  de
stammen volgens de standaard-rnethode gevoel ig  waren,
werden aangeduid met  de le t ter  C.  Dr :  over ige concen-
t ra t i e r  s  i n  de  ve rdunn ings reeksenkondennu  wordenu i t ge -
drukt  in  delen van C.
Groepj  e s te l i ingen van verschi l lende stammen van de zel fde
bac te r i esco r t ,  d i e  gevonden  war€n  b i j  eenbepaa ld  an t i b i o -
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t icum, b i j  c lezel fde waarde van C,  werden opgete ld en het
gemiddelde berekend.  De op deze wi jze ontstane betrek-
k ing,  tussen waarden van C en de h ierb i j  behorende ge-
m idde ld  e  g roep je  s te  l l i ngen ,kon  worden  wee  rgegeven  i n  een
g ra f i ek .  H ie rvoo r  we rden  op  dubbe l l oga r i t hm isch  pap ie r
de  waarde r l  van  C  J .angs  de  absc i su i t geze t  en  deg roep jes -
te l l ingen a ls  ord inaten.  Er  ontstond dan steeds een rechte
l i jn  (G) c l ie  dus voor  een bacter iesoor: t  het  verband weer-
geef t  tussen groeojeste l i . ing en gevoel igheid volgons de
standaard-methode b i j  eenbepaald ant ib iot icum. De con-
st ruct ie  van deze l i jnen maakte het  mogeJ. i jk  om door
middel  van een groepjeste l l ing de gevoel igheid vande on-
derzochte stam te bepalen"
Er werden vervolgens 20 groepjeste l l ingen u i tgevoerd met
dezel fde stam op dezel fde huid jes.  Door van deze groep-
jeste lJ- ingen het  gemiddelde en de standaardvar iat ie  te
berekenen was de spre id ing van de te l l ingen b i j  een
bepaal .Je ant ib iot icum-concentrat ie  bekend en daarmede
tevens de reproduceerbaarheid van de bepal ingen onder
opt imai .e omstandigheden.  (z ie de l i jnen O en Or) .
Een soor tgel i jk  onderzoek werd u i tgevoerd met  enkele
bacter iestammen waarbi j  ouderdorn en afkomst  van de
cu l t u res  va r i ee rde .  De  s tammen  werdengedn t  ophu id jes
die op verschi l lende t i jdst ippen waren gemaakt .  De groep-
jeste j - l ingen werden in een t i jdsver loop van 2 weken ver ' -
r icht .
Op deze wi jze werden de omstandigheden nagebootst  zoals
men ze in  de prakt i jk  mag verwachten.  Met  de verkregen
gegevens werd de reproduceerbaarheid van de resul taten
onder 4ormale omstandigheden vastgelegd "  (z ie de l i jnen
R  e n  R 1 ) .
De verhouding tussen groepjeste l l ingen en c ie gevoel igheid
kon b i j  St .  aureus-stammen die ongevoel ig  waren.  voor
0 ,7  E lmL  pen i c i l l i ne ,  n i e t  wo rden  weergegeve i r  vo lgens
een l i jn  G.  Hetzel fde b leek te gelden yoor  a l le  bepal i .ngen
met sul fonamiden en b i j  E.  co l i -  s tammen voor n i t ro-
furantoihe
Door vergel i jk ing van de resul taten van de standaard-
methode met de groei remming na 4 i .  5  uur  incubat ie op
de huid j  es,  was het  u i tvoeren van bepal ingen met de micro-
methode wel  mogel i jk .  Doch h ierb i j  heef t  rnen n iet  het
voordeel ,  zoals b i j  de andere bepaLingen,  dat  met  s lechts
enkele concentrat ier  s  de gevoel igheid in  een groot  gebied
nauwkeurig kan worden bepaald.
De gevoel igheid van St .  aureus-stammen, d ie rn inder  ge-
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voelig waren voor er)rtromycine, kon niei rra deze korte
incubatie worden bepaald.
Als slot van het hoofdstuk werden de resultaten van het
onderzoek besproken. Er werd geconcludeerd, dat in het
algemeen de resultaten van bepalingen met de micro-
methode reproduceerbaar zi jn tussen * en -  3O1o van de
gevonden concentratiet s, terwijl volgens literatuurop-
gaven de reproduceerbaarheid van de gebruikeJijke ver-
dunningsmethoden ligt tussen + 700% en - 5O% van de ge-
vonden resultaten.
In Hoofdstuk V zijn de ervaringen medegedeeld, die ver-
kregen werden na het invoeren van de micro-methode in
het routinelaboratorium.
De begrippen "zeer gevoel igt t  tot  en met "ongevoel igt '
werden voor de verschillende antibiotica, aan de hand van
literatuurgegevens, besproken. Er werd op gewezen, dat
deze indeling eigenlijk alleen tot stand kan komen, op grond
van vergei i jkend kl in isch-bacter iologisch onderzoek.
l'enslotte volgde een vergelijking tussen de resultaten,
van gedurende een half jaar verrichte bepalingen met de
micro-methode en die van een vroeger in het laboratorium
toegepaste diffusiemethode. Het bleek, dat het resultaat
van gevoeligheidsbepalingen 2 i 3 x zo snel bekend was
na het invoeren van de micro-methode. In het algemeen
waren de ervaringen met de nieuwe methode zeer be'
vredigend. De methode voldeed aan alle in het begin van:
deze samenvatt ing genoemde voorwaarden.
De toepassing ervan za). voor geen enkel routinelabora-
torium bezwaarlijk kunnen zijn en zaI in vele gevallen
een door gevoeligheidsbepalingen geleide antibaiteridle
therapie tot  werkel i jkheid kunnen maken.
Het onderzoek hecft geleid tot de ontwikkeling van een
nieuwe methode voor het bepalen van de gevoeJigheid van
pathogene bacteri€n voor de gebruikelijke antibiotica en
chemotherapeutica.
De bepalingen worden uitgevoerd met behulp van object-
glazen waarop dunne laagjes van heldere, vaste voedings-
bodems met verschi l lende ant ibiot icum-concentrat iet  s
zijn aangebracht. Op iederglaasje kunnen 20 verschillende
cultures worden gednt.
Het af lezen van de bepal ingen geschiedt microscopisch na
4 d 5 uur incubat ie bi j  37oC.
l . +  l J
De methode geeft nauwkeurige, kwantitatieve resultaten,
die praktisch onafhankelijk zijn van de grootte van het
inoculum. Het uitvoeren van de bepalingen is weinig tijd-
rovend,- terwijl het materiaalverbruik gering is.
In het Streeklaboratorium voor de Volksgezondheid te
Groningen is de methode sinds 1 juni lgb8 in gebruik.
Er werden sindsdien enkele duizenden bepalingen uitge-
voerd; de ervaringen waren onverdeeld gunstig.
